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摘要 　目的 :制备人血清白蛋白 (HSA)可注射用凝胶 ,使用星点设计 2效应面优化法对处方工艺进行优化筛

选。方法 :以聚乳酸 2羟基乙酸共聚物 ( PLGA)为载体材料 N2甲基 222吡咯烷酮 (NMP)和苯甲酸苄酯 (BB )为

共溶剂制备载 HSA可注射用凝胶 ;以 PLGA的用量及共溶剂的组成为考察因素 ,体外释放为评价指标 ,用线

性方程和二次及三次多项式描述体外释放和两个影响因素之间的数学关系 ,根据最佳数学模型描绘效应面 ,

选择最佳处方 ,并进行预测分析。结果 :各指标的三项式拟合方程均优于多元线形回归方程 ,建立的数学模

型的预测值与实际值符合较好。结论 :用星点设计 2效应面法优化处方工艺预测性良好。
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ABSTRACT　O bjective: To p repare human serum album in (HSA) injectable gel. To op tim ize the formulations of injectable gel by a

central composite design / response surface methodology. M ethods: Injectable gel loaded HSA were p repared with poly ( lactic2co2glycol2
ic acid) ( PLGA) as carrier material and N2methyl222pyrrolidone (NMP) and benzyl benzoate (BB) as co2solvent. Independent varia2
bleswere PLGA content and the content of co2solvent, and in vitro release was dependent variable. L inear or nonlinearmathematic mod2
els were used to estimate the relationship between independent and dependent variables. Response surfaces were delineated according to

best2fit mathematic models, and op timum formulations were selected thereform. Prediction was carried out through comparing the ob2
served and p redicted values. Results: The trinom ial fitting equations of indexes were all superior to their multi2linear regression equa2
tions, and the p redictive values in the established mathematical model were in good conform ity with the experimental values. Conclu2
sion:Central composite design / response surface method shows a good p redictability in op tim izing the formula technology of BDNF2load2
ed PLGA nanoparticles.
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　　随着生物技术的高速发展 ,多肽、蛋白类药物不

断涌现 ,在临床上应用前景广阔并已取得了良好的

效果。此类药物生物活性强、剂量小 ,但口服生物利

用度低 ,稳定性差 ,所以生物大分子药物的剂型基本

是冻干粉针 ,因半衰期短需频繁给药 ,这就增加了患

者的肉体痛苦和经济负担。目前多肽、蛋白类药物

缓释给药系统成为研究的热点 ,主要集中在埋植剂

和注射用微球 ,特别是有多种多肽注射用微球上

市 [ 1, 2 ]。埋植剂需经手术途径植入体内 ,非生物降

解型的骨架材料释药完毕后还需手术取出。然而注

射用微球的技术工艺复杂 ,难于大规模的生产 ,储存

和注射时也存在着问题 ,用于人体后一旦发生不良

反应难以从体内清除。蛋白质微球由于稳定性和释

放等原因尚未有成熟的产品上市。

本课题拟研究一种可注射的生物降解型皮下植

入剂 ,该剂型的特点是将水不溶性可降解聚合物溶

于水溶性的生物相容性有机溶剂中 ,体外呈凝胶状 ,

注入体内后 ,有机溶剂向周围水环境扩散 ,水扩散进

入聚合物基质而使聚合物沉淀 ,从而在注射部位形

成药物贮库 , ,达到缓释作用 [ 3 ]。具有易植入 ,释药

时间长 ,成本低 ,制备工艺相对简单 ,机体组织伤害

小 ,副作用少等许多优点 ,此类制剂近年来取得了许

多重要的成果 ,其中最成功的例子是 2002年 A trix

Laboratories推出的治疗前列腺癌的 Eligard系列产

品 ,它可使醋酸亮丙瑞林缓释达 1、3、4、6个月不等 ,

该剂型很好的解决了埋植剂和注射用微球存在的问

题 ,应用前景广阔 ,载药量易控制 ,药物包封完全。

为多肽、蛋白类药物提供了一种制剂技术平台。

实验选用人血清白蛋白为模型蛋白药物 ,聚乳
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酸 2羟基乙酸共聚物 ( PLGA)为载体材料制备了缓释

注射用凝胶 ,使用星点设计 2效应面优化法对处方工

艺进行优化筛选。

1　仪器与材料

1. 1　仪器 　超声仪 (上海科导公司 ) ; GS1222电子

恒速搅拌器 (上海医械专机厂 ) ; SHZ288台式水浴

恒温摇床 (江苏太仓市实验设备厂 ) ;紫外分光光度

仪 (上海天美公司 )。

1. 2　材料 　人血清白蛋白冻干粉 (HSA ,上海乔源

生物制药有限公司 ,批号 20070315) ; PLGA ( LA ζ

GA = 50ζ 50,商品名 Resomer RG503H,特性粘度为

0. 4 dL /g,德国 Boehringer Ingelheim公司 ) ; N2甲基 2
22吡咯烷酮 (国际特品公司 ,批号 05500140714) ;苯

甲酸苄酯 (上海化学试剂公司 , 20060715) BCA含量

测定试剂盒 (美国 Pierce公司 ) ;叠氮钠 (纯度 >

9919% , AMERSON分装 ) ;磷酸氢二钾、磷酸二氢钠

等试剂均为分析纯。

2　实验方法

2. 1　制备 HSA可注射用凝胶 　根据文献报道 [ 4 ] ,

制备工艺如下 :取 HSA 冻干粉 ( 40 mg) ,加入 600

mg不同比例的 N2甲基 222吡咯烷酮和苯甲酸苄酯中

溶解 ,再加入一定量的 PLGA,水浴超声混匀 ,将其

密封在 2. 0 mL的注射器中 ,实验前制备。空白植入

剂不加入药物。

2. 2　药物含量测定 　测定前将 BCA试剂盒中的试

剂 A、试剂 B、试剂 C,按 25︰ 24︰ 1的比例混匀 ,得

工作试剂备用。使用释放介质分别配制 1、2. 5、5、

715、10、15、20μg/mL的 HSA标准溶液 ,取上述溶液

各 0. 5 mL与工作溶液 0. 5 mL置 1. 5 mL离心管中混

匀 , 60 ℃水浴 1 h, 562 nm测吸光度 ,样品平行测定两

次。进行线性回归时扣除空白的背景吸收。

取 HSA冻干粉 ,分别用释放介质稀释配成高、

中、低 3个浓度的溶液各 3份 ,按 BCA试剂盒的方

法与 BCA工作试剂反应后测定 562 nm处吸光度 ,

根据回归方程计算 HSA的浓度 ,并与标准浓度比较

求得回收率。低、中、高 3种不同浓度的样品各取一

份进行日内和日间精密度测定同法操作。日内、日

间重复测定 5次。

2. 3　体外释放试验 　将密封在注射器中的凝胶注

入两端扎口的透析带中 ,再将透析带迅速加入到含

10. 0 mL 10 mM pH 7. 4缓冲液 (含 0. 02%叠氮钠作

为抑菌剂 , 0. 02% F268作为润湿剂 )的玻璃试管中 ,

置于恒温水浴摇床中 ,在 100 r/m in振荡速度、( 37

±0. 5) ℃温度条件下进行体外释放度测定。分别

在 2 h、1 d、2 d取出试管 ,将全部释放介质取出并更

换新的释放介质 ,以后每隔 3～4 d,同以上操作方法

取样一次 ,并测定释放液中 HSA的含量。

2. 4　制备工艺的优化 [ 5 ] 　采用单因素考察法对制

备工艺中各影响因素的作用进行了初步考察 ,其中

PLGA的用量及共溶剂的组成是影响制剂体外释放

的最主要因素。根据初步考察结果 PLGA 的用量

(X1 )及共溶剂的组成 (X2 )作为主要考察因素 ,其范

围分别为 : X1 : 200～800 mg; X2 : 10% ～30 % (BB /

NMP ×100% )。根据星点设计的原理 ,每因素设五

水平 ,可用代码值 -α、- 1、0、1、α来分别表示。对

于二因素的星点设计α = 1. 414。代码值之间与实

际操作物理量之间为等比关系 (表 1)。根据实验设

计的方案进行实验。

表 1　二个因素的代码水平及对应物理量

因素 - 1. 414 - 1 0 1 1. 414

X1 / (mg) 200 287. 83 500 712. 16 800

X2 / ( % ) 10 12. 93 20 27. 07 30

3　结果

3. 1　药物含量测定　以浓度 C (μg/mL)为纵坐标和

扣除空白背景后的吸光度 A为横坐标进行线性回归 ,

回归方程为 C = 24. 733A - 0. 063 5 ( r = 0. 999 4) 。

结果表明 ,在 1～20μg/mL浓度范围内 ,浓度 C

与扣除空白背景后的吸光度 A线性关系良好。

精密称取一定量的 HSA 冻干粉 ,分别配制成

高、中、低 3个浓度 (3. 0、9. 0、18. 0 g/mL )的溶液各

3份分别进行含量测定 ,根据上述回归方程计算溶

液的浓度 ,并与原始浓度比较求得回收率。结果 ,平

均回收率为 100. 49% , RSD = 0. 77%。

取上述配制的高、中、低 3个浓度的样品进行日

内和日间精密度测定 , 日内、日间重复测定 5次。

日内平均 RSD = 0. 18% ,日间平均 RSD = 0. 24%。

3. 2　制备工艺优化 　实验设计见表 2,每个试验重

复 3次。根据实验设计的处方 ,制备可注射用凝胶 ,

并对制备过程及可注射用凝胶的相关质量进行考

察。结果表明 9个处方制得的可注射用凝胶在体外

释放时均可以迅速固化。将其体外释放行为作为优

化考察指标。在凝胶固化的过程中 ,由于亲水性溶

剂的扩散可能造成较大的突释。同时实验希望在

30 d内的累积释放达到 100%。所以考虑制剂的体

外释放行为必须兼顾两者 ,为了综合考虑我们将第

1天的突释作为 Y1 ( % ) ,累积释放为 Y2 ( % )。

选择 3种数学模型分别以第 1 d的突释 Y1 和

突释后的累积释放 Y2 对 X1 与 X2 进行曲线拟合 ,模
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型如下 :

表 2　实验设计及结果

No. X1 X2 Y1 Y2

1 1 1 12. 8 80. 6

2 1 - 1 18. 6 76. 2

3 - 1 1 16. 2 76. 0

4 - 1 - 1 16. 3 66. 1

5 1. 414 0 21. 4 94. 0

6 - 1. 414 0 8. 8 60. 2

7 0 1. 414 17. 8 67. 6

8 0 - 1. 414 10. 5 65. 7

9 0 0 24. 8 80. 2

多元线性方程 : Y = b0 + b1 X1 + b2 X2

二次多项式 : Y = b0 + b1 X1 + b2 X2 + b3 X1
2

+

b4 X2
2

+ b5 X1 X2

三次多项式 : Y = b0 + b1 X1 + b2 X2 + b3 X1
2 +

b4 X2
2 + b5 X1 X2 + b6 X1

2 X2 +

b7 X1 X2
2

采用 Statistica 6. 0统计软件中的多元线性回归

(multip le regression)及非线性估计 ( nonlinear estima2
tion)进行。结果如下 :

多元线性拟合结果 :

Y1 = 9. 865 + 0. 010 X1 + 0. 078 X2 ( r = 0. 424, F

= 0. 658, P > 0. 05)

Y2 = 49. 649 + 0. 037 X1 + 0. 300 X2 ( r = 0. 784,

F = 4. 778, P > 0. 05)

二次多项式拟合结果 :

Y1 = - 561157 + 01129 X1 + 41543 X2 - 01000 1 X1
2

- 01099 X2
2

- 01000 9 X1 X2 ( r =01780 0)

Y2 = - 61540 + 01074 X1 + 51609 X2 - 01000 02 X1
2

- 01121 X2
2

- 01000 9 X1 X2 ( r =01894 8)

三次多项式拟合结果 :

Y1 = 85. 462 - 0. 293 X1 - 7. 277 X2 + 0. 000 2

X1
2 + 0. 123 X2

2 + 0. 030 X1 X2 - 0. 000 013

X1
2
X2 - 0. 000 45 X1 X2

2 ( r = 0. 991 2)

Y2 = 98. 292 - 0. 036 4 X1 - 7. 925 X2 - 0. 000 2

X1
2 + 0. 269 X2

2 + 0. 021 X1 X2 + 0. 000 009

X1
2
X2 - 0. 000 8 X1 X2

2 ( r = 0. 990 4)

根据 r值三次多项式拟合度较优 ,考察指标与

自变量之间呈显著相关性。根据该数学模型分别描

绘突释和累积释放对 X1 及 X2 的三维效应面图见图

1和图 2。

根据三维效应面图 ,选择突释小且累积释放多

的 X1 及 X2 值 ,综合考虑我们选定最佳工艺条件为 :

X1 ( PLGA ) = 200 mg, X2 (BB: NMP% ) = 30,带入上

述预测方程 ,得到 :

Y1 = 85. 462 - 0. 293 ×200 - 7. 277 ×30 + 0. 000 2

×2002 + 0. 123 ×302 + 0. 030 ×200 ×30 -

0. 000 013 ×2002 ×30 - 0. 00045 ×200 ×302

= 10. 65

Y2 = 98. 292 - 0. 0364 ×200 - 7. 925 ×30 - 0. 000

2 ×200
2

+ 0. 269 ×30
2

+ 0. 0212 ×200 ×30 +

0. 000 009 ×200
2 ×30 - 0. 000 78 ×200 ×30

2

= 84. 96

即第一天的突释为 10. 65% ,突释后的累积释

放为 84. 96%。

根据优化条件制备 3批可注射用凝胶 ,测定体

外释放 ,数据如下 :

表 3　三批最佳处方制备的可注射
用凝胶的突释和累积释放

批次 突释 ( % ) 累积释放 ( % )

1 9. 8 88. 6

2 12. 7 87. 3

3 11. 3 85. 4

偏差率 1 = ( Y1 实测 - Y1 预测 ) /Y1 预测 ×

100% = ( 11. 26 - 10. 65 ) /10. 65

×100% = 5. 7%
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偏差率 2 = ( Y2 实测 - Y2 预测 ) /Y2 预测 ×

100% = (87. 1 - 84. 96) /84. 96 ×

100% = 2. 5%

结果表明所建立的数学模型具有良好的预测

性 ,所选的条件重现性良好。

4　讨论

可注射用凝胶剂虽然具有很多显著的优点 ,但

也存在一些问题 ,其中最为突出的是药物的突释 ,大

多会造成组织疼痛 ,甚至全身毒性 ,这限制了治疗窗

窄的药物的使用。该剂型注入皮下或肌肉后 ,在开

始的几个小时内出现突释效应 ,这可能是因为注射

后该制剂由液体形式转化为凝胶状态需要一定的时

间。文献报道苯甲酸苄酯的加入可以起到控制突释

和调节药物释放的作用 [ 6, 7 ]。本研究采用星点设计

优化处方 ,通过单因素实验固定了投药量和共溶剂

的量 ,重点考察了共溶剂的组成和 PLGA量对可注

射用凝胶体外释放 (突释和累积释放 )的影响。三

维效应图中可以看到共溶剂的组成和 PLGA量对累

积释放影响较大 ,对突释影响较小 ,实验对突释的控

制还不理想 ,只能达到 10%左右。

星点设计是在二水平因子分析的基础上再加上

星点及中心点构成 ,适用于结果与因素之间的非线性

关系考察 ,且实验次数少 [ 8 ]。通常所用的正交设计及

均匀设计 ,一般只适用于考察线性关系。但往往在最

佳条件的范围内 ,因素的影响最显著 ,结果的变化最

迅速 ,它们之间的关系大多数为非线性的 ,因此再使

用只能考察线性关系的实验设计就不合适了。

我们所建立的突释和累积释放与 PLGA和共溶

剂 (NMP和 BB)的组成之间的三次多项式数学关系

式 ,相关系数均较高。模型具有较高的可信度 ,且预

测性良好 ;同时也表明取影响因素的任意值代人已

建立的数学模型 ,均能准确地预知注射用凝胶的体

外释放行为 ,其体内释放行为及其体内外释放相关

性还有待研究。
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